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Zaka�ne zanikowe zapalenie nosa �wiñ (zzzn) jest cho-
rob¹ o istotnym znaczeniu dla efektywnej produkcji trzo-
dy chlewnej, wywo³ywan¹ przez szczepy Pasteurella
multocida (P.m.) zdolne do wytwarzania dermonekrotok-
syny (DNT) (17). Zaka¿enia �wiñ szczepami P.m. DNT,
z uwagi na prowadzon¹ immuno- i chemioprofilaktykê,
mog¹ wystêpowaæ w formie podklinicznej lub nawet bez-
objawowego nosicielstwa (12). Uzasadnia to skrupulatne
badania laboratoryjne ukierunkowane na wykrywanie
obecno�ci lub braku wymienionego drobnoustroju, szcze-
gólnie u zwierz¹t nowo wprowadzanych do stad (7, 8).

Metody stosowane w diagnostyce laboratoryjnej zmie-
nia³y siê wraz z rozwojem technik badawczych i dostêp-
no�ci¹ aparatury. Obecnie w wiêkszo�ci laboratoriów ba-
dania ukierunkowane na wykrywanie czynników choro-
botwórczych odpowiedzialnych za wywo³ywanie poszcze-
gólnych jednostek chorobowych zwierz¹t prowadzone s¹
z wykorzystaniem osi¹gniêæ biologii molekularnej (5, 8).

Dotychczasowa diagnostyka zaka¿eñ �wiñ P.m. opie-
ra³a siê na bezpo�redniej izolacji drobnoustrojów z wy-

mazów z nosa i ich identyfikacji (4, 13, 15). Pomimo ¿e
metoda ta posiada szereg ograniczeñ (jest czaso- i praco-
ch³onna, a jej wynik jest uzale¿niony od wielu czynni-
ków, w tym m.in. czasu, jaki up³yn¹³ od pobrania mate-
ria³u do rozpoczêcia badania i warunków jego transpor-
tu) jest ona uznawana za tzw. z³oty standard. Powszech-
nie stosowan¹ po�redni¹ metod¹ diagnostyczn¹ by³o rów-
nie¿ wykrywanie swoistych dla P.m. DNT przeciwcia³
w surowicy �wiñ z wykorzystaniem immunoenzymatycz-
nego testu ELISA (6, 19).

Celem badañ by³o opracowanie testu PCR do wykry-
wania P.m. DNT bezpo�rednio w materiale klinicznym,
który charakteryzowa³by siê wysok¹ powtarzalno�ci¹,
czu³o�ci¹, swoisto�ci¹, jednoznaczno�ci¹ wyniku i ³at-
wo�ci¹ jego interpretacji. Gen koduj¹cy dermonekro-
toksynê P.m. jest uwa¿any za specyficzny dla tego gatun-
ku bakterii oraz charakterystyczny dla patogennych szcze-
pów P.m. wywo³uj¹cych objawy chorobowe u �wiñ (3,
10, 16). W krajowych laboratoriach weterynaryjnych
dotychczas nie prowadzi siê rutynowych badañ roz-
poznawczych w kierunku P.m. DNT przy u¿yciu testu
PCR.
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Summary

Atrophic rhinitis is a disease of high economic impact for pig production, caused by Pasteurella multocida
(P.m.) strains able to produce dermonecrotoxin (DNT). In general the diagnosis of pigs� infection with P.m. is
based on the direct detection of bacteria from nasal swabs and their identification as well as on the detection
of DNT specific antibodies by using an ELISA test. The aim of the study was the elaboration of a PCR test for
the detection of dermonecrotic strains of P.m. directly in nasal swabs. The optimalization of the process
includes: estimation of Mg2+ concentration, the temperature of primer hybridization and the number of cycles.
The specificity and sensitivity of the test was estimated for both bacterial culture and nasal swabs. The
optimal conditions were as follow: Mg2+ concentration � 2.5 m M/reaction; the temperature of primers
hybridization � 56°C; and the number of cycles � 50. The sensitivity of the test for both the culture and nasal
swabs was 2.5 × 103 cfu/ml. The test was also highly specific � the product of 501 bp was detected only in the
samples containing DNA of P.m. Summarizing, the elaborated test was specific and sensitive enough to be
used for routine detection of P.m. DNT strains in clinical samples and for the elimination of the carriers from
the herd.
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Materia³ i metody
Szczepy bakteryjne. Do optymalizacji warunków reakcji

amplifikacji genu koduj¹cego P.m. DNT oraz oceny czu³o�ci
i specyficzno�ci testu PCR u¿yto referencyjnego szczepu P958
P.m. namno¿onego na agarze z dodatkiem 5% krwi koñskiej,
przez 24 godziny, w 37°C, w warunkach tlenowych. W celu
uzyskania jednorodnego materia³u wyj�ciowego sporz¹dzono
zawiesinê z wyhodowanych kolonii szczepu P958, o gêsto�ci
0,5 w skali McFarlanda. Do okre�lenia czu³o�ci reakcji wyko-
nano nastêpnie szereg dziesiêtnych rozcieñczeñ zawiesiny.

Ponadto do kontroli specyficzno�ci testu wykorzystano ma-
teria³ genetyczny drobnoustrojów, które potencjalnie mog¹ siê
znajdowaæ w jamie nosowej i uk³adzie oddechowym �wini. Ich
wykaz oraz �ród³o pochodzenia przedstawiono w tab. 1.

Ekstrakcja DNA. Do ekstrakcji bakteryjnego DNA wyko-
rzystano zestaw Genomic DNA Prep Plus � izolacja z czystej
kultury bakteryjnej (A&A Biotechnology, Gdañsk). Pobrano
po 100 µl ka¿dego rozcieñczenia zawiesiny szczepu P958 P.m.
i dalej postêpowano zgodnie z instrukcj¹ podan¹ przez produ-
centa zestawu. Uzyskane DNA wykorzystywano bezpo�red-
nio do reakcji PCR lub przechowywano w �80°C do dalszych
badañ.

Optymalizacja warunków amplifikacji. Proces optymali-
zacji rozpoczêto od okre�lenia stê¿enia jonów magnezowych
(Mg2+). Optymaln¹ warto�æ stê¿enia Mg2+ wyznaczono prze-
prowadzaj¹c szereg reakcji PCR, w których u¿ywano od 2,5 mM
do 3,5 mM Mg2+.

Nastêpnie optymalizowano temperaturê przy³¹czania star-
terów, stosuj¹c nastêpuj¹ce warunki: 53°C, 56°C i 60°C.

Kolejno ustalono liczbê cykli, która determinowa³a osi¹gniê-
cie optymalnej wydajno�ci reakcji amplifikacji. Amplifikacjê
DNA przeprowadzano w 30, 40 i 50 cyklach.

Startery do reakcji PCR. Do amplifikacji fragmentu genu
toxA koduj¹cego P.m. DNT, wykorzystano parê starterów
toxA6/toxA7, których sekwencja zosta³a opublikowana przez

Register i wsp.  (tab. 2). Amplifikowano fragment o d³ugo�ci
501 pz.

Amplifikacjê przeprowadzono w mieszaninie reakcyjnej
zawieraj¹cej 2,5 mM MgCl

2,
 dNTP (mix o koncentracji 10 mM),

bufor enzymatyczny, 5 U termostabilnej polimerazy Taq (Gold
Polimerase, Roche), startery w stê¿eniach 20 pM/reakcjê, ma-
trycowy DNA (2,5 µl) oraz wodê do koñcowej objêto�ci 25 µl.

Reakcjê przeprowadzono w termocyklerze Biometra PTC-100
(MJ Research INC, USA) u¿ywaj¹c programu o nastêpuj¹cych
parametrach: 95°C 10 min. (denaturacja wstêpna), a nastêpnie
95°C � 30 sek., 56°C � 30 sek., 72°C � 30 sek. Koñcowy etap
wyd³u¿ania przeprowadzono w 72°C przez 10 minut.

Otrzymany produkt amplifikacji identyfikowano w 2% ¿elu
agarozowym barwionym bromkiem etydyny o stê¿eniu 1 µl/ml.
Elektroforezê przeprowadzano przez oko³o 35 minut w bufo-
rze 1xTAE (40 mM Tris, kwas octowy, 0,1 mM EDTA), przy
sta³ym napiêciu i natê¿eniu równym 350 mA. Wielko�æ pro-
duktu oceniano przez porównanie go z markerem masy mole-
kularnej GeneRulerTM100 bp DNA Lauder Plus (Fermentas).

Po standaryzacji testu PCR oraz okre�leniu jego czu³o�ci
i specyficzno�ci w czystej kulturze bakteryjnej przyst¹piono
do ustalenia warunków reakcji w odniesieniu do materia³u kli-
nicznego (wymazy z nosa). Z powodu braku zwierz¹t SPF
materia³ w postaci wymazów pobierano z jam nosowych �wiñ
pochodz¹cych ze stada o wysokim statusie zdrowotnym, uprzed-
nio poddanych chemioprofilaktyce. Badania przeprowadzono
na wyosobnionej w izolatorium grupie 10 tuczników o masie
cia³a 70-90 kg, nie poddanych immunizacji przeciwko zzzn.
W czasie poprzedzaj¹cym pobranie wymazów przez dwa ty-
godnie zwierzêtom podawano oksytetracyklinê (Tetradur),
w dawce 80 mg/kg i.m., w odstêpach 4-dniowych. W okresie
podawania antybiotyku przeprowadzono dwukrotne badanie
kontrolne w kierunku obecno�ci P.m. klasyczn¹ metod¹ bakte-
riologiczn¹. Po uzyskaniu wyników negatywnych i tu¿ po za-
koñczeniu podawania antybiotyku od wymienionych zwierz¹t
pobrano 20 wymazów z nosa, których u¿yto do okre�lania czu-

³o�ci opracowywanej metody.
W celu otrzymania materia³u do ekstrakcji wyma-

zy z nosa pobrane od tuczników zanurzano w 1 ml
ja³owego roztworu soli fizjologicznej, probówkê in-
tensywnie wytrz¹sano, a nastêpnie pobierano 500 µl
jednorodnej zawiesiny i wirowano (13 000 obrotów,
5 minut, temperatura otoczenia). Supernatant zlewa-
no, a uzyskany na dnie osad inokulowano dziesiêtny-
mi rozcieñczeniami szczepu P958, po 100 µl. Ca³ko-
wite DNA ekstrahowano przy u¿yciu tego samego
zestawu, co w przypadku czystej kultury bakteryjnej,
ale stosuj¹c protokó³ do izolacji z tkanek. Ró¿ni³ siê
on od poprzedniego czasem inkubacji (w odniesieniu
do bakterii stosowano 20 minut, a w przypadku tkan-
ki 1 godzinê) i temperatur¹ trawienia (dla bakterii sto-
sowano 37°C, a dla tkanki 50°C).

Oczyszczone DNA poddawano bezpo�rednio reak-
cji amplifikacji lub zamra¿ano w �80°C do czasu dal-
szych analiz. Warunki reakcji by³y analogiczne jak
w przypadku testu PCR z DNA uzyskanym z czystej
kultury bakteryjnej.

Po optymalizacji warunków testu do wykrywania
P.m. DNT w wymazach z nosa zdrowych tuczników,
inokulowanych w warunkach do�wiadczalnych szcze-

pem referencyjnym P958 P.m., zastosowano
test do rutynowych badañ diagnostycznych
w kierunku zzzn prowadzonych w Zak³adzie
Chorób �wiñ PIWet-PIB w Pu³awach (wyniki
tych badañ zostan¹ przedstawione w odrêbnej
pracy).

Tab. 1. Wykaz szczepów bakteryjnych wykorzystanych w badaniach

kenutaG upezczsawzaN einezdohcoP

adicotlumalleruetsaP )TND( 859P utaraperpoibywoknoipezczspezczS
cavonihR

adicotlumalleruetsaP 743P ywa³uPBIP-teWIP,ynsa³wtalozI

acitpesihcnorballetedroB .rb.B20/43/3 agahnepoKUTDtalozI

siusarapsulihpomeaH 5.ferspH ywa³uPBIP-teWIP,ynsa³wtalozI

sullicabonitcA
eainomuenporuelp 9ferppA ywa³uPBIP-teWIP,ynsa³wtalozI

sucilodnisullicabonitcA i.A89/56/2 agahnepoKUTDtalozI

sunicropsullicabonitcA p.A40/53/2 agahnepoKUTDtalozI

ronimsullicabonitcA m.A10/34/2 agahnepoKUTDtalozI

siussuccocotpertS II 3401S ywa³uPBIP-teWIP,ynsa³wtalozI

senegoypmuiretcabonacrA 341A ywa³uPBIP-teWIP,ynsa³wtalozI

allenomlaS siusearelohC 32hCS ywa³uPBIP-teWIP,ynsa³wtalozI

Tab. 2. Charakterystyka starterów u¿ytych w te�cie PCR

awzaN
aretrats
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neg
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owtcinneim�iP
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7_Axot GGTCTTGGAAACAATCCTTAGACATCA



Medycyna Wet. 2009, 65 (8)544

Wyniki i omówienie
Zastosowane w badaniu sekwencje starterów,

przedstawione w tabeli 2, charakteryzowa³y siê kon-
serwatywno�ci¹ i wykazywa³y wysok¹ homologiê do
matrycy, co eliminowa³o ryzyko otrzymania wyników
fa³szywie dodatnich lub ujemnych. Przeprowadzona
analiza wykaza³a, ¿e wybrane startery amplifikowa-
³y jedynie specyficzne fragmenty DNA P.m. DNT,
co potwierdzi³o opisan¹ przez innych autorów wysok¹
swoisto�æ gatunkow¹ tych oligonukleotydów (10, 18, 21).

W czasie optymalizacji reakcji PCR stwierdzono, ¿e
najkorzystniejsze stê¿enie jonów magnezowych wynosi
2,5 mM/reakcjê (ryc. 1), optymalna temperatura przy³¹-
czania starterów wynosi 56°C (ryc. 2), a liczba cykli po-
trzebna do wydajnej amplifikacji DNA wynosi 50 (ryc. 3).

W kolejnym etapie do�wiadczenia okre�lono czu³o�æ
reakcji PCR. Oznaczenie czu³o�ci mo¿liwe by³o na pod-
stawie okre�lenia minimalnej liczby komórek bakteryj-
nych, która by³a wystarczaj¹ca do przeprowadzenia reak-
cji amplifikacji. Badaj¹c szereg rozcieñczeñ hodowli P.m.
o wyj�ciowej koncentracji 2,5 × 108 jednostek tworz¹-
cych kolonie/ml (j.t.k./ml) wykazano, ¿e reakcja jedno-
etapowa pozwoli³a na wykrycie 2,5 × 103 j.t.k./ml (ryc. 4).
Uzyskane wyniki s¹ zbli¿one do opisanych przez innych
autorów. Dla przyk³adu, Lichtensteiger i wsp. (14), analizu-
j¹c kolejne rozcieñczenia hodowli P.m. ustalili, ¿e czu³o�æ
reakcji kszta³towa³a siê na poziomie kilkuset komórek.

Czu³o�æ reakcji PCR okre�lona w warunkach ekspery-
mentalnych, na podstawie badania oczyszczonego DNA
uzyskanego z namno¿onych kultur bakteryjnych, mo¿e
odbiegaæ od czu³o�ci osi¹ganej w przypadku analizy ma-
teria³u biologicznego, co wynika g³ównie ze z³o¿ono�ci
chemicznej próbek klinicznych i wystêpowania w nich
wielu niezidentyfikowanych substancji, które mog¹ ha-
mowaæ amplifikacjê.

Analiza porównawcza wyników uzyskanych w bada-
niach w³asnych wykaza³a, ¿e czu³o�æ opracowanej meto-
dy wykrywania materia³u genetycznego P.m. DNT w prób-
kach klinicznych kszta³towa³a siê na takim samym po-
ziomie, jak w przypadku rozcieñczeñ dziesiêtnych czys-
tej kultury bakteryjnej (ryc. 5). Z uwagi na fakt, ¿e P.m.
DNT wystêpuj¹ w zatokach nosowych w du¿o wiêkszej
liczbie ni¿ w dalszych odcinkach dróg oddechowych,
osi¹gniêta czu³o�æ metody jest wystarczaj¹ca do wykry-
wania obecno�ci bakterii bezpo�rednio w wymazach z no-
sa (1, 2). Na podkre�lenie zas³uguje fakt, ¿e pomimo za-
nieczyszczenia wymazów innymi drobnoustrojami bytu-
j¹cymi w jamie nosowej czu³o�æ opracowanej metody nie
zmniejszy³a siê po jej zastosowaniu do rutynowego bada-
nia materia³u klinicznego. Wskazuje to, ¿e uzyskane wy-
niki badañ w³asnych poszerzaj¹ osi¹gniêcia Register i wsp.
(18), którzy zastosowali opisan¹ metodê jedynie w od-
niesieniu do czystej kultury bakteryjnej, bez mo¿liwo�ci
wykrywania DNA bakterii w zanieczyszczonym materia-
le klinicznym, jaki stanowi¹ wymazy z nosa.

Ze wzglêdu na fakt, ¿e startery wykorzystywane w ba-
daniach syntetyzowano na podstawie pi�miennictwa, nie-
zbêdne by³o okre�lenie ich swoisto�ci, zarówno w odnie-
sieniu do szczepu referencyjnego P958, jak i w stosunku
do izolatów terenowych innych gatunków drobnoustro-
jów, które potencjalnie wystêpuj¹ w jamach nosowych

M 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 K(m)

Ryc. 2. Wp³yw temperatury hybrydyzacji starterów na czu-
³o�æ i swoisto�æ jednoetapowej metody PCR do wykrywania
genu toxA Pasteurella multocida
Obja�nienia: M (jw.); 1-5 � rozcieñczenia dziesiêtne P.m. przy
temperaturze hybrydyzacji 53°C; 6-10 � rozcieñczenia dziesiêt-
ne P.m. przy temperaturze hybrydyzacji 56°C; 11-15 � rozcieñ-
czenia dziesiêtne P.m. przy temperaturze hybrydyzacji 60°C;
K(m) (jw.)

M 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 K(m)

Ryc. 3. Wp³yw liczby cykli na czu³o�æ i specyficzno�æ metody
PCR do wykrywania genu toxA Pasteurella multocida
Obja�nienia: M (jw.); 1-5 � rozcieñczenia dziesiêtne P.m. po 30
cyklach; 6-10 � rozcieñczenia dziesiêtne P.m. po 40 cyklach;
11-15 � rozcieñczenia dziesiêtne P.m. po 50 cyklach; K(m) (jw.)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 K(m)

Ryc. 4. Czu³o�æ jednoetapowej reakcji PCR do wykrywania
genu toxA Pasteurella multocida w czystej hodowli bakteryj-
nej szczepu P958 P.m. zawieszonej w roztworze fizjologicz-
nym o wyj�ciowej koncentracji 2,5 × 108 j.t.k./ml
Obja�nienia: M (jw.); 1-11 � rozcieñczenia dziesiêtne Pasteurel-
la multocida (100-10�10); K(m) (jw.)

M 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 K(m)

501 pz

Ryc. 1. Wp³yw stê¿enia Mg2+ na czu³o�æ i swoisto�æ jednoeta-
powej metody PCR do wykrywania genu toxA Pasteurella
multocida
Obja�nienia: M � wzorzec masy molekularnej; 1-5 � dziesiêtne
rozcieñczenia P.m. przy stê¿eniu Mg2+ 2 mM; 6-10 � dziesiêtne
rozcieñczenia P.m. przy stê¿eniu Mg2+ 2,5 mM; 11-14 � dziesiêt-
ne rozcieñczenia P.m. przy stê¿eniu Mg2+ 3,0 mM; K(m) � kon-
trola mieszaniny reakcyjnej
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i uk³adzie oddechowym �wini. W wykonanych badaniach
oczekiwany produkt wielko�ci 501 pz otrzymano tylko
w próbkach, w których u¿yto DNA szczepu P958, co po-
twierdza swoisto�æ opracowanego testu (ryc. 5).

Reakcja polimeryzacji ³añcuchowej jest szeroko sto-
sowana do szybkiego wykrywania materia³u genetyczne-
go patogenów, szczególnie takich, których hodowla in
vitro jest d³ugotrwa³a lub trudna (11, 20). Identyfikacja
drobnoustrojów przy u¿yciu tej metody nie wymaga do-
stêpu do materia³u �wie¿o pobranego, ca³ych nieuszko-
dzonych komórki bakterii, a jedynie do ich materia³u ge-
netycznego. Istotn¹ zalet¹ testów diagnostycznych opar-
tych na PCR jest tak¿e wysoka ich czu³o�æ, pozwalaj¹ca
uzyskaæ pozytywny wynik w przypadku obecno�ci teore-
tycznie nawet jednej kopii DNA lub nawet fragmentu
genu. Eliminuje to czasoch³onny etap konwencjonalnej
diagnostyki mikrobiologicznej, tzn. inkubacjê drobno-
ustrojów in vitro na pod³o¿ach bakteriologicznych i ich
identyfikacjê fenotypow¹ z wykorzystaniem ró¿nych me-
tod (15).

Jak wspomniano we wstêpie, alternatywny sposób
wykrywania zaka¿eñ stad �wiñ P.m., polegaj¹cy na de-
tekcji antygenu P.m. testem immunoenzymatycznym, nie
pozwala na rozró¿nienie izolatów P.m. DNT(+) od P.m.
DNT(�), st¹d jego przydatno�æ w rozpoznawaniu zzzn jest
ograniczona. Z kolei badaniem serologicznym przy u¿y-
ciu testu ELISA przeznaczonego do wykrywania przeciw-
cia³ dla P.m. DNT nie mo¿na rozró¿niæ przeciwcia³ anty-
-DNT Pm, które s¹ efektem szczepienia profilaktycznego
od przeciwcia³, które powsta³y w wyniku stymulacji uk³a-
du immunologicznego przez drobnoustrój (w toku zaka-

¿enia), dlatego nie powinien byæ on stosowany do oceny
stanu zdrowia �wiñ wprowadzanych do stad wolnych od
tej choroby (8, 19). Z wymienionych powodów opraco-
wany test PCR wydaje siê mieæ szerokie zastosowanie
praktyczne w diagnostyce zzzn.

Podsumowuj¹c, w pracy przedstawiono optymalizacjê
oraz ocenê czu³o�ci i swoisto�ci testu PCR do wykrywa-
nia P.m. DNT zarówno w czystej kulturze bakteryjnej,
jak i w materiale klinicznym. Uzyskane wyniki charak-
teryzuj¹ siê wystarczaj¹c¹ czu³o�ci¹ i specyficzno�ci¹,
w zwi¹zku z tym opracowany test mo¿e byæ wykorzysty-
wany do rutynowego wykrywania szczepów P.m. DNT
oraz stanowiæ podstawê eliminacji bezobjawowego nosi-
cielstwa omawianych patogenów ze stad �wiñ.
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Ryc. 5. Czu³o�æ jednoetapowej reakcji PCR do wykrywania
genu toxA Pasteurella multocida w wymazach z nosa �wiñ in-
okulowanych dziesiêtnymi rozcieñczeniami szczepu P958 P.m.
Obja�nienia: M (jw.); 1-11 � wymazy inokulowane dziesiêtnymi
rozcieñczeniami P958; K(m): (jw.)
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Ryc. 6. Swoisto�æ jednoetapowej reakcji PCR do wykrywa-
nia genu toxA Pasteurella multocida
Obja�nienia: M (jw.); 1 � kontrola dodatnia szczepu P958 P.m.;
2 � szczep P347 P.m.; 3 � Bordetella bronchiseptica; 4 � Haemo-
philus parasuis; 5 � Actinobacillus pleuropneumoniae; 6 � Acti-
nobacillus indolicus; 7 � Actinobacillus porcinus; 8 � Actino-
bacillus minor; 9 � Streptococcus suis; 10 � Arcanobacterium
pyogenes; 11 � Salmonella Choleraesuis; K(m) (jw.)


